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> Resumen — El objetivo del presente trabajo consistió en comprobar la actividad del sis- 
tema de Complemento y de lisozima en la sangre de Chelonoidis chilensis. Los resultados evi- 
denciaron la presencia de actividad lítica contra eritrocitos de mamíferos, la cual es dependien- 
te de Mg iónico, inactivable por EDTA y por zimosán, afectada por la presencia de membranas 
de eritrocitos y termolábil. Asimismo, el suero sanguíneo poseía una cinética con una fase de 
latencia idéntica a la correspondiente a una activación de la vía alternativa del complemento. 
También se evidenció la presencia de actividad lítica contra la bacteria gram (+) Micrococcus 
luteus, la cual no dependía de la presencia de cationes y era inhibida por quitina. Estas son las 
primeras observaciones sobre las actividades de defensa inespecífica en la especie, y también 
de la coexistencia de ambas en un quelonio. 
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> Abstract — “Activity of the complement system and lysozyme in blood serum of the tur- 
tle Chelonoidis chilensis (Quelonia)”. The aim of the present study was to verify activity of the 
complement system and lysozyme in blood serum of Chelonoidis chilensis. Results showed ev- 
idence for hemolytic activity against mammal erythrocytes, which is Mg ionic dependent, inac- 
tivated by EDTA and by zymosan, affected by the presence of erythrocyte membranes and ther- 
molabile. In addition, the blood serum had a time lag with an identical latency phase to the one 
corresponding to activation of an alternative pathway of the complement. Moreover, hemolytic 
activity was observed against the gram (+) bacterium Micrococcus luteus, which did not depend 
on cation presence and was inhibited by chitin. These are the first observations on activities of 
nonspecific defense in the species, and also the coexistence of both in a turtle. 
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INTRODUCCION puede iniciarse por tres vias: las vias Clasi- 

ca, Alternativa y de las Lectinas (Alsenz et 

El sistema de Complemento se encuentra, al., 1992). La via Clásica que, evolutiva- 
con distinto grado de desarrollo, en la san- mente, es considerada la más reciente, se 
gre de todos los vertebrados y forma parte activa por la unión antígeno-anticuerpo, 
de los mecanismos de defensa inespecíficos siendo este último de tipo IgM o IgG. La vía 
asociados a la respuesta inmune. Está for- Alternativa se activa por productos bacteria- 
mado por más de veinte proteínas plasmáti- nos, es más antigua, no necesita de la unión 
cas y de membrana (Regueiro y López La-  antígeno-anticuerpo para activarse, funciona 
rrea, 1998) y tiene efectos líticos u opsoni- de forma continua a un bajo nivel y se am- 
zantes frente a microorganismos y células  plifica en presencia de factores presentes en 
tumorales (Masaru, 2001). Algunos de los la superficie de microorganismos (Berangere 
factores del Complemento potencian la in- y Regis, 2003). La vía de las Lectinas se acti- 
flamación, por ejemplo C3a, C4a y C5a (Ca- va por un mecanismo independiente de anti- 
liezi et al., 2000), y están relacionados con cuerpos, la inician componentes constitutivos 
otros procesos intercelulares (Anderson et que se unen a patógenos, e induce la activi- 
al., 2004). La activación del Complemento dad lítica del complejo de ataque a la mem- 
brana. El bloqueo de la vía Clásica anula al 
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las vías de activación promueven la fagocito- 
sis a través de la generación de moléculas 
derivadas de los factores constituyentes del 
Complemento (Regueiro y López Larrea, 
1998). El zimosán es un compuesto complejo 
carbohidrato/ proteína que forma parte de 
la pared de la levadura de cerveza que tiene 
la propiedad de eliminar la actividad del 
C3 del medio. A partir de trabajos previos se 
sabe que en el suero sanguíneo de peces 
(Suner y Tort, 1994), de anuros (Fernández, 
1986), y de ofidios (Fernández y Saad de 
Schoos, 1990), se encuentra actividad del 
sistema de Complemento capaz de lisar eri- 
trocitos de mamíferos a través de la vía Al- 
terna. 

La lisozima, otro de los componentes de 
los mecanismos de defensa inespecíficos, jue- 
ga un papel muy importante en las funciones 
bacteriolíticas. Esta enzima que tiene una 
masa molecular de unos 15 kDa se encuen- 
tra en todos los vertebrados, invertebrados, 
virus, plantas, hongos y bacterias. Entre sus 
inhibidores se encuentra la quitina (Tom- 
pkins et al., 1991) y sus derivados de hidró- 
lisis. La actividad enzimática consiste en la 
hidrólisis de los enlaces glucosídicos de los 
peptidoglicanos de la pared bacteriana, lo 
que produce la lisis de la célula. Existen va- 
rios trabajos que señalan la presencia de li- 
sozima en la clara de huevos y/o en suero 
sanguíneo de tortugas (Gayen et al., 1977; 
Chaudhuri et al., 1993; Araki et al., 1998; 
Chattopadhyay et al., 2006; Chijiiwa et al., 
2006; Keller et al., 2006; Day et al., 2007; 
Siritapetawee et al., 2009). No hemos en- 
contrado publicaciones que mencionen la 
existencia de los dos sistemas en una misma 
especie de tortuga. El objetivo de este traba- 
jo consiste en investigar la presencia del sis- 
tema de Complemento y lisozima en el suero 
sanguíneo de tortuga Chelonoidis chilensis y 
caracterizar su funcionamiento. 


MATERIALES Y MÉTODOS 


Animales utilizados y métodos empleados.— 
Se utilizó suero sanguíneo de 5 ejemplares 
de Chelonoidis chilensis pertenecientes a la 
Reserva Experimental de Horco Molle de la 


Universidad Nacional de Tucumán, y a la 
Reserva del Instituto Dr. Carlos Pellegrini de 
San Pedro de Colalao (Tucumán). Las mues- 
tras de sangre se extrajeron por punción de 
la vena yugular, en individuos previamente 
anestesiados con Ketamina 200 mg/Kg de 
animal en una dosis intrapleural. La sangre 
se dejó coagular, se centrifugó y se separó el 
suero sobrenadante. Para llevar a cabo los 
ensayos se realizó un pool con las muestras 
de los cinco ejemplares. 

Se utilizaron glóbulos rojos de mamíferos 
para probar la hemólisis. La sangre, extraí- 
da de ratas Rattus rattus por punción cardía- 
ca del animal anestesiado con uretano 1.3 
gr/kg de animal, se colectó con heparina. 
Las ratas fueron adquiridas en el Departa- 
mento de Neurociencia de la Facultad de 
Medicina de la Universidad Nacional de Tu- 
cumán. Los glóbulos rojos se lavaron con 
buffer Complemento y para su utilización se 
suspendieron en este buffer en una relación 
de volúmenes de 5 %. Los buffers utilizados 
para llevar a cabo los ensayos de hemólisis, 
en condiciones que permitan o que impidan 
la actividad del sistema del Complemento, 
se prepararon de la siguiente manera: 

Buffer Complemento: Na Cl 140 mM, Tris 
(tris-hidroximetilaminometano)10 mM, Ca 
Cl, 0,1 mM, Mg Cl, 0,1 mM. Buffer EDTA 
(etilendiamino-tetraacético): Na Cl 140 mM, 
Tris 10 mM, EDTA 5 mM. Buffer EGTA (áci- 
do etilenglicol-bis (2-aminoetileter)-N,N,N ’, 
N‘-tetraacético): Na Cl 140 mM, Tris 10 mM, 
EGTA 5 mM, Mg Cl, 5 mM. 

Detección de la presencia del sistema de 
Complemento. La reacción se llevó a cabo 
en placa o en tubos (Fernández y Saad de 
Schoos, 1990) y se utilizaron controles con 
buffer EDTA o con buffer Complemento. En 
cada tubo se pusieron 100 pl de glóbulos 
rojos al 5 % y 20 wl de suero de tortuga. El 
blanco contenía además 30 ul de EDTA 10 
mM. Se llevaron a baño de maría a 30 °C 
durante 25 minutos. Al término de la incu- 
bación se le agregó a cada tubo 2 ml de bu- 
ffer EDTA frío, se centrifugó, se tomó el so- 
brenadante y se leyó la densidad óptica a 
una longitud de onda de 460 nm para deter- 
minar la cantidad de hemoglobina liberada 


Acta zoológica lilloana 53 (1-2): 57-63, 2009 


por la hemólisis. Las lecturas se hicieron en 
un espectrofotómetro HP 8453. 

Para la titulación de la capacidad hemo- 
lítica del suero se utilizaron diluciones suce- 
sivas del suero de tortuga de 1/2, 1/4, 1/8, 
1/16, 1/32 y 1/64, procediendo de la misma 
manera que en lo anteriormente descrito. 


Efectos del zimosán en la hemólisis de los 
glóbulos rojos. — Para este ensayo se preparó 
el zimosán según el método de Weir (1973). 
El ensayo incluyó tres mediciones: suero de 
tortuga, suero de tortuga tratado con zimo- 
sán y control de suero inhibido por EDTA. El 
tratamiento previo del suero se hizo en tubos 
de hemólisis con 50 ul de suero de tortuga, 
50 ul de buffer Complemento y 50 ul de sus- 
pensión de zimosán al 5 %. El resto del ensa- 
yo fue idéntico a lo antes mencionado don- 
de se colocaron buffer Complemento y los 
glóbulos rojos. El control se llevó a cabo con 
buffer-EDTA. En todos los casos los tubos se 
colocaron a baño de maría a 30 °C por 30 
minutos y luego se midió la hemólisis. 


Ensayo de inactivación de la vía Clásica.— 
Este ensayo se basa en el hecho que la pre- 
sencia de EDTA, al quelar el Ca?* y el Mg?* 
impide que se lleve a cabo la activación del 
Complemento. El EGTA tiene la capacidad 
de unirse fuertemente al Ca?*, pero no al 
Mg?*, lo cual inhibe la vía Clásica y deja 
indemne la vía Alternativa. Los ensayos se 
llevaron a cabo en las condiciones siguien- 
tes: En el primer tubo, se colocaron glóbulos 
rojos suspendidos en buffer Tris-EGTA, más 
suero de tortuga. En el segundo tubo, se co- 
locaron glóbulos rojos suspendidos en buffer 
Complemento, más suero de tortuga. En el 
tercer tubo, se colocó suero de tortuga que 
había sido previamente incubado a 60 *C 
durante 30 minutos para inactivación por 
calor del Complemento, más glóbulos rojos 
suspendidos en buffer Complemento. En el 
cuarto tubo, se colocaron glóbulos rojos 
suspendidos en buffer-EDTA, más suero de 
tortuga. Se incubaron los tubos a 30 *C du- 
rante 25 minutos, se agregaron 2 ml de bu- 
ffer EDTA frío, se centrifugó y se leyó la ab- 
sorbancia del sobrenadante a 450 nm. 
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Preparación de membranas de eritrocitos.— 
Se lavaron eritrocitos de rata con buffer 
Tris-HCl y luego se lisaron con Triton X-100 
al 0,1 % en agua destilada. Se separaron las 
membranas por centrifugación en frío. 


Hemólisis en función del tiempo.— En cada 
uno de una serie de diez tubos se pusieron 
100 ul de buffer Complemento y 100 ul de 
suspensión de glóbulos rojos de rata al 5 %. 
A un tubo, que se usó como control, se le 
agregó suero de tortuga inactivado por ca- 
lor. A los restantes se llevaron a baño de 
maría a 30° Cy se le agregaron 50 pl de 
suero de tortuga. Luego se tomaron tubos 
sucesivos a los 30 seg, 1, 15, 25, 45 y 65 
minutos para leer la marcha de la hemóli- 
sis. Se le agregó 2 ml de buffer-EDTA a 
cada uno, se centrifugó y se leyó el sobrena- 
dante a 480 nm en el espectrofotómetro. 


Capacidad aglutinante del suero de tortu- 
ga.— Se usaron tubos de ensayo en donde se 
realizaron las diluciones sucesivas del suero 
de tortuga de 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 y 1/32 en 
buffer EDTA. A todos se les agregó glóbulos 
rojos al 5 %, se los puso a baño de maría a 
30° C, durante 25 minutos. 


Actividad bacteriolitica del suero de tortuga 
no dependiente del Complemento.— Se usó 
una suspensión de Micrococcus luteus en bu- 
ffer fosfato 10 mM pH 7,0 con una D.O. de 
0,600 a 540 nm. Se utilizó suero de tortuga 
en buffer EDTA. Un control consistió en sue- 
ro de tortuga y buffer Complemento. La re- 
acción se llevó a cabo en cubetas para es- 
pectrofotómetro y se determinó la D.O. cada 
minuto hasta los 45 minutos. 


Efecto de la quitina sobre la actividad bacte- 
riolítica en el suero de tortuga.— Para este 
ensayo se utilizó quitina extraída de crustá- 
ceos según el método de Skujins et al. (1965). 
Con los tubos controles se procedió de la mis- 
ma manera que en el caso anterior. En otros 
tubos se puso: 100 ul de suero de tortuga, 100 
ul de EDTA 5 mM, 100 ul de quitina al 10 % 
en buffer. Se llevaron los tubos a baño de 
maría a 30 °C por 30 minutos y al terminar 
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este tiempo, se centrifugó y del sobrenadante 
obtenido se tomaron 100 ul que se agregaron 
a 1,9 ml de suspensión de Micrococcus luteus y 
se midió el cambio de la absorbancia de la 
misma forma que en el anterior ensayo. 


RESULTADOS 


Presencia de un sistema hemolítico en el sue- 
ro de tortuga.— Los ensayos destinados a 
investigar la existencia de actividad hemolí- 
tica espontánea contra eritrocitos de mamí- 
feros en el suero de tortuga demostraron esta 
actividad contra eritrocitos de rata. Los gló- 
bulos rojos fueron lisados por el suero en un 
medio que contenía calcio y magnesio y esta 
actividad lítica fue anulada por la presencia 
de EDTA, sustancia quelante de cationes di- 
valentes (Fig. 1). Asimismo la capacidad 
hemolítica disminuye con la dilución del 
suero, y se observó que esta se llevaba a cabo 
hasta la dilución 1/16. 


Efecto del zimosán sobre la hemólisis.— El 
suero tratado con zimosán no produjo hemó- 
lisis, respecto al control sin tratamiento. Esta 
inhibición alcanzó un valor medio del 98 %. 


Inactivación de la vía Clásica.— En los tubos 
que tenían buffer EGTA que contenía magne- 
sio iónico, se observó hemólisis, mientras 
que en los tubos que tenían EDTA, y por lo 
tanto no contenían ni Ca?+, ni Mg?t, la he- 
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mólisis no se produjo. En los tubos que te- 
nían buffer Complemento la hemólisis fue 
normal. En los que fueron sometidos a calor, 
que inactiva el sistema de Complemento, no 
se observó hemólisis (Fig. 1). En el ensayo 
destinado a detectar capacidad del suero de 
tortuga de aglutinar los eritrocitos se obser- 
vó que la aglutinación sólo llegó hasta dilu- 
ción de 1/8. 


Hemólisis en función del tiempo.— En Fig. 2 
se muestra el desarrollo de la actividad he- 
molítica medida como incremento de la den- 
sidad óptica producido por la liberación de 
hemoglobina a medida que transcurría la 
actividad lítica. 


Efecto de la presencia de membranas de gló- 
bulos rojos sobre la lisis. — El incremento de 
la concentración de membranas de eritroci- 
tos en los ensayos disminuye la capacidad 
hemolítica del suero de tortuga en forma 
dependiente (Fig. 3). El ensayo donde se 
probó el efecto del sobrenadante resultante 
de centrifugar las membranas no arrojó nin- 
guna diferencia con el control, que para el 
caso era la lisis producida por suero de tor- 
tuga sin tratar. 


Actividad bacteriolítica del suero de tortu- 
ga.— En Fig. 4, se ilustra el cambio de la 
absorbancia ocasionado por la lisis de las 
bacterias. En los ensayos en los que se usó 
buffer fosfato con EDTA, la lisis bacteriana 
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Figura 1. Actividad hemolítica del suero de tortuga, inhibido por calor 30 minutos a 60 *C, 
en presencia de buffer EGTA 5 mM y EDTA 5 mM. Valores promedios para n = 5. 
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no se vió afectada. Si bien la forma en que 
se desarrolló la lisis fue ligeramente distinta, 
como se aprecia en las curvas, no hubo inhi- 
bición. Por otra parte, la velocidad de lisis 
de los micrococos sí resultó afectada por la 
presencia de quitina. El suero tratado con 
quitina mostró un grado de lisis 63 % me- 
nor que la del suero no tratado. 


DISCUSIÓN 


Los ensayos realizados en este trabajo 
tuvieron la finalidad de investigar la presen- 
cia de mecanismos de defensa inespecífica 
presentes en el suero de Chelonoidis chilen- 
sis. Para ello, se midió la actividad lítica 
contra glóbulos rojos de mamíferos corres- 
pondiente a la actividad espontánea de la 
vía Alternativa del Complemento. También 
se probó la capacidad bacteriolítica, para el 
caso contra una bacteria gram(+), Micrococ- 
cus luteus. Se vió claramente la actividad 
hemolítica del suero de tortuga comprobán- 
dose con un título interesante. Cuando anali- 
zamos los ensayos donde utilizamos el zimo- 
sán, el cual anula al factor C3 del sistema 
del Complemento uniéndose a él y formando 
el complejo C3-zimosán, se demostró una in- 
hibición de esta actividad. Asimismo, cuan- 
do el suero fue tratado con agentes quelan- 
tes como EDTA y EGTA, los resultados obser- 
vados demostraron que, si bien el EDTA anu- 
la la hemólisis, el EGTA no interfiere con di- 
cha actividad. Esto se debe a que este agente 
se une fuertemente al Ca?* y deja al ión 
Mg?* libre. Siendo la vía Alternativa depen- 
diente de magnesio pero no de calcio, este 
ensayo demuestra que la hemólisis observada 
se debe a esta vía. La vía Clásica necesita de 
los dos iones simultáneamente. La capacidad 
hemaglutinante del suero de tortuga demues- 
tra que éste tiene anticuerpos contra antíge- 
nos de las membranas de los eritrocitos, lo 
cual confirmaría que aquellos podrían tener 
alguna similitud con antígenos (marcadores) 
presentes en microorganismos que son pató- 
genos para estos vertebrados. Esto es apoya- 
do por el hecho aquí encontrado que la pre- 
sencia de membranas de eritrocitos en los 
ensayos disminuye la actividad lítica, lo que 
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ocurriría al retener parte de los componentes 
del Complemento limitando su actividad. Es 
interesante que la actividad se mantuviera 
hasta una dilución de 1/16, que no coincide 
con la titulación de la capacidad de agluti- 
nación del suero. 

Por otra parte, la demostración de la pre- 
sencia de actividad lítica sobre los microco- 


100 
80 
60 
40 
20 





Porcentaje de la lisis total 





0+ 
0 10 20 30 40 50 60 70 


Tiempo en minutos 


Figura 2. Ensayo de la actividad hemolítica 
del suero de tortuga en función del tiempo. 
Valores obtenidos de un pool de muestras, 
ver texto. 


100 
90 
80 
70 
60 
50 
40 
30 


Porcentaje de la lisis total 





0 50 100 150 200 
Membranas de glóbulos rojos al 5% (ul) 


Figura 3. Ensayo de hemólisis con suero 
pretratado con diferentes cantidades de 
membranas de eritrocitos. Valores obtenidos 
de un pool de muestras, ver texto. 
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Figura 4. Actividad bacteriolítica del suero 
de tortuga tratado con EDTA. La línea con 
triángulos representa la bacteriólisis sin 
EDTA y la línea con cuadrados representa 
dicha lisis con EDTA. Valores obtenidos de un 
pool de muestras, ver texto. 
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cos en el suero de tortuga demuestra la pre- 
sencia de lisozima, ajena a la actividad del 
Complemento. Esta enzima tiene un efecto 
claro y su actividad se ve afectada por la 
presencia de quitina, lo que ya había sido 
señalado por algunos autores (Laible y Ger- 
maine, 1985). El EDTA produce la inhibi- 
ción del Sistema de Complemento pero no de 
la lisozima, por lo tanto, la actividad lítica 
que se evidencia puede corresponder a esta 
enzima. 

La presencia de lisozima en la sangre de 
los vertebrados es un hecho ya comprobado 
en otros grupos de quelonios (Chijiiwa et al., 
2006). Consideramos que lo aquí expuesto es 
un dato nuevo para la especie estudiada. No 
obstante estimamos que lo observado no se- 
ría un hecho aislado, sino que es altamente 
probable la coexistencia de los dos sistemas 
en la sangre de los quelonios, circunstancia 
a la cual no se le ha prestado atención hasta 
el momento. 

En conclusión, hemos comprobado que el 
suero de tortuga posee capacidad hemolítica 
contra glóbulos rojos de mamíferos y activi- 
dad lítica contra los micrococos. Considera- 
mos que la primera se activa por la vía Al- 
ternativa del Complemento y formaría parte 
de un mecanismo de detección de marcado- 
res de membranas presentes en microorga- 
nismos que les son patógenos. Por otra parte 
la lisozima constituye un mecanismo de de- 
fensa que otros estudios han demostrado ser 
evolutivamente muy antiguo. 
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